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Tujuan dilakukan penelitian ini adalah untuk memperoleh formulasi optimal 
dalam pembuatan kefir edamame black mulberry menggunakan program Design 
Expert metode Mixture D-Optimal. 
Penelitian ini meliputi enam tahap yaitu Tahap I pengukuran pH, Tahap II 
penentuan lama fermentasi, Tahap III penentuan variabel (sari edamame, susu skim, 
dan sari black mulberry) dan penentuan respon produk (pH, viskositas, kadar asam 
total, kadar alkohol serta organoleptik warna, aroma dan rasa) kefir edamame black 
mulberry, Tahap IV penentuan formulasi dengan menggunakan program Design 
Expert metode D-Optimal, pembuatan produk dan pengujian respon, Tahap V 
verifikasi formula kefir edamame black mulberry berdasarkan kondisi optimum 
serta Tahap VI penentuan kadar protein dan aktivitas antioksidan pada kefir 
edamame black mulberry hasil optimal.  
Dari 12 formula yang ditawarkan akan didapatkan  formulasi yang optimal 
terdiri dari sari edamame 60,902%, susu skim 14,098%, dan sari black mulberry 
10%, yang keseluruhan berjumlah 85% dan sisanya yang merupakan variabel tetap 
yaitu grain kefir 5% dan glukosa 10%. Hasil verifikasi menunjukkan respon pH  
3.735, viskositas dengan nilai 119.5 mpas, kadar asam total 0.648%, kadar alkohol 
0,53%, serta organoleptik warna 4.43, aroma 3.7 dan rasa 3.67, serta untuk kadar 








The purpose of this research is to get formula optimization in making kefir 
edamame black mulberry using Design Expert method of D-Optimal  
The research was conducted in six stages, At 1st stage was determined pH , 
The 2nd stage determination of fermentation time, the 3rd stage determination of the 
variable (edamame juice, skim milk, and black mulberry juice) and the 
determination of the response (pH, viscosity, total acid content,  alcohol content 
and organoleptic (colors, aromas and flavors), the 4th stage was determined of 
formulations using the program Design Expert methods of D-Optimal product 
manufacturing and testing of the response, at the 5th stage was verification of krfir 
edamame black mulberry formula based on optimum condition. At the 6th stage was 
determined of protein content and antioxidant activity kefir edamame black 
mulberry of optimation result. 
The result of 12 formulation indicated that optimum formula obtained was 
60.902% edamame juice, 14.098 skim milk, 10% black mulberry juice, 10% glucose 
and 5% grain kefir. The verification result pH at 3.735, viscosity at 119.5 mpas, 
total acid content at 0.648%, alcohol content of 0.53%, and color at 4.43, aroma 
at 3.7 and flavor at 3.67. And for responses of protein content at 4.81% amd 








1 I. PENDAHULUAN 
Bab ini menguraikan : (1) Latar Belakang, (2) Identifikasi Masalah,  
(3) Maksud dan Tujuan Penelitian. (4) Manfaat Penelitian, (5) Kerangka Pemikiran, 
(6) Hipotesis Penelitian, dan (7) Tempat dan Waktu Penelitian. 
1.1. Latar Belakang 
Menurut Codex Stan 243-2003, kefir merupakan susu fermentasi yang 
dibuat dari kultur starter berupa biji kefir yang terdiri atas mikroorganisme seperti 
Lactobacillus kefiri dan spesies lain seperti Leuconostoc, Lactobacillus, dan 
Acetobacter, yang hidup dan memiliki kaitan erat serta khusus. Pada biji kefir juga 
terdapat khamir yang memfermentasi laktosa (Kluyveromyces marxianus) dan 
khamir yang tidak memfermentasi laktosa (Saccharomyces unisporus, 
Saccharomyces cerevisiae, dan Saccharomyces exiguous). Kefir memiliki rasa, 
warna, dan konsistensi menyerupai yogurt dan memiliki aroma yeasty (khas tape). 
Kefir pada umumnya dibuat menggunakan susu hewani seperti sapi, 
kambing, dan kerbau. Kefir dapat dibuat dengan menggunakan bahan baku susu 
nabati yaitu susu yang dihasilkan dari kacang-kacangan. Kelebihan susu nabati 
sebagai bahan baku susu fermentasi adalah kandungan lemak yang rendah dan tidak 
mengandung kolesterol (Supriyono, 2008). 
Pemenuhan kebutuhan manusia akan protein dapat diperoleh dari beberapa 
sumber protein hewani seperti daging, telur, susu dan ikan serta sumber protein 
nabati yang berasal dari kacang-kacangan seperti kedelai, kacang hijau, koro dan 





karena itu kubutuhan protein masyarakat Indonesia kebanyakan dipenuhi oleh 
sumber protein nabati. Salah satu sumber protein nabati yang baik adalah kedelai. 
Komoditi kedelai edamame merupakan komoditi sayuran yang belum terlalu 
banyak diproduksi dan dikonsusmsi oleh masyarakat Indonesia. Kedelai sayur atau 
lebih dikenal dengan edamame (Glycine max (L) Merril) merupakan pangan 
fungsional yang sangat potensial karena mengandung komponen bioaktif yang 
dapat berefek sehat bagi tubuh manusia. Edamame merupakan sumber protein, 
karbohidrat, serat, asam amino, peptide bioaktif, asam lemak omega-3, serta 
mikronutrien, seperti zat besi, asam folat, magnesium dan komponen fitokimia 
yaitu isoflavon (0,1 – 3,0%), sterol (0,23 – 0,46%), dan saponin (1,17 – 6,16%) 
yang dapat mereduksi resiko penyakit tidak menular seperti diabetes, hipertensi, 
hiperkolesterolamia, penyakit jantung dan stroke (Samruan et al., 2012). 
Data produksi edamame di Indonesia belum diketahui dengan pasti, namun 
di Indonesia budidaya edamame dapat dibudidayakan didaerah ketinggian di atas 
1000 mdpl seperti di Provinsi Jawa Timur dan Provinsi Jawa Barat. Kabupaten 
Jember di Provinsi Jawa Timur merupakan salah satu kabupaten yang cocok 
membududayakan edamame. Menurut Badan Perencanaan Pengembangan Daerah 
(2010), Kabupaten Jember memiliki 800 hektar lahan untuk budidaya edamame 
dengan produktifitas sekitar 3.000 ton per tahun (Gumay, 2012). 
Sedangkan di Jawa Barat, kabupaten yang cocok untuk membudidayakan 
edamame yaitu dikabupaten Bandung Barat tepatnya Kecamatan Lembang. Jumlah 






Varietas edamame yang pernah dikembangkan di Indonesia seperti Ocunami, 
Tsurunoko, Tsurumidori, Taiso, dan Ryokkoh adalah tipe determinit, dengan bobot 
relatif sangat besar. Kedelai biasa (grain soybean) dikatakan berbiji sedang jika 
bobot 100 bijinya sekitar 11-15 g, dan berbiji besar bila bobot 100 biji lebih dari 15 
g (Sumarno, 1993). Saat ini varietas yang dikembangkan untuk produk edamame 
beku adalah Ryokkoh asal Jepang dan R 75 asal Taiwan (Balitkabi, 2016) 
Edamame atau yang seiring disebut kedelai sayur ini merupakan spesies yang 
sama dengan kedelai kuning, yaitu Glycine max L. Produk fermentasi susu kedelai 
mempunyai nilai nutrisi tinggi, kaya protein dan asam lemak tak jenuh, serta tidak 
mengandung kolesterol (Mann, 1991). Selain itu proses fermentasi dapat mengubah 
dan memperbaiki bau yang tidak disukai (Mital dan Steinraus, 1974). 
Menurut Sparringa (1995), susu kedelai merupakan medium baik untuk 
pertumbuhan khamir dan bakteri asam laktat. Aktivitas proteolitik bakteri asam 
laktat yang sangat rendag menyebabkan produk fermentasi susu kedelai selama ini 
memiliki karakter kurang disukai, mengingat proteolisis merupakan mekanisme 
penting dalam mengembangkan rasa dan aroma. Khamir mempunyai aktivitas 
proteolitik yang tinggi dalam susu kedelai. Dengan menumbuhkan khamir bersama 
dengan bakteri asam laktat dalam susu kedelai akan diperoleh produk yang lebih 
berkualitas dalam hal meningatkan aktivitas proteolitik. 
Menurut Foster et al., (1961), kefir merupakan hasil fermentasi susu oleh 
bakteri asam laktat dan khamir. Susu skim mengandung latosa yang memegang 





tidak dimiliki oleh susu kedelai. Selain itu penambahan susu skim dapat 
memperbaiki rasa dan aroma (flavour) serta tekstur susu kedelai selama fermentasi. 
Black mulberry merupakan buah yang dapat dimakan, diproduksi oleh 
beberapa spesies dalam genus Rubus dari suku Rosaceace. Buah ini sebenarnya 
bukanlah merupakan berry, secara botani itu disebut buah agregat, terdiri dari 
drupelet kecil. Tanaman biasanya berumur dwitahunan dan akar tongkat abadi. 
Black mulberry dan raspberry juga disebut canebarries atau semak berduri. Ini 
adalah kelompok besar, dan dikenal lebih dari 372 spesies (Jekson dkk, 2017). 
Luas lahan murbei yang tersedia di Jawa Barat menurut data yang diperoleh 
dari Departemen Kehutanan Republik Indonesia tahun 2009 yaitu seluas 1875 Ha. 
Kedepannya akan dikembangkan menjadi 12.000 Ha dan tersebar di seluruh 
Indonesia guna memenuhi kebutuhan sutra nasional untuk keperluan ekspor. Dalam 
1 Ha murbei setiap tahun bisa menghasilkan 15-20 ton sehingga dapat 
dikalkulasikan jumlah produksi murbei setiap tahunnya yang tersedia di Jawa Barat 
sebanyak 37.500 ton (Departemen Kehutanan Republik Indonesia,2011). 
Buah berwarna merah kehitaman ini kaya akan zat besi, yang penting bagi 
pertumbuhan sel darah merah. Pada setiap 100 gram mulberry terkandung 1,85 mg, 
23% dari asupan harian yang direkomendasikan atau setara dengan sepotong daging 
sirloin. Buah ini juga merupakan buah kaya vitamin C dan memiliki resveretol yang 
tinggi, sebuah antioksidan yang juga ditemukan pada anggur merah yang dapat 
membersikan polutan dalam tubuh (Utomo,2013). 
Buah black mulberry (Morus nigra) kaya akan vitamin, seperti vitamin B1, 





antioksidan bagi tubuh manusia. Antosianin adalah pewarna alami yang berasal dari 
familia flavonoid yang larut dalam air yang menimbulkan warna merah, biru, violet 
(Sartono, 2011). Buah black mulberry (Morus nigra L.) memiliki kandungan 
antosianin yang cukup tinggi sehingga dapat memberikan warna ungu kemerahan 
bila diaplikasikan ke produk. Buah mulberry jarang dimanfaatkan untuk pembuatan 
produk pangan (Kumalasari, 2011). 
Susu skim dapat ditambahkan pada produk minuman fermentasi sebagai 
media atau nutrisi pertumbuhan BAL yang menghasilkan asam laktat dan 
diharapkan dapat meningkatkan kekentalan serta keasaman. Kadar asam laktat 
dalam minuman fermentasi menunjukkan adanya produksi asam laktat oleh 
aktivitas BAL. Kadar asam laktat yang dihasilkan akan mempengaruhi pH produk 
minuman fermentasi. (Pranata, 2018) 
Menurut Albaari dan Tri Djoko (2007) dalam Pranata (2018), laktosa yang 
terdapat dalam susu skim akan digunakan oleh bakteri sebagai sumber energi dan 
sumber karbon selama pertumbuhan pada saat fermentasi. Sumber energi yang 
digunakan oleh bakteri dalam merubah laktosa menjadi asam laktat selain dari susu 
skim, sumber energi juga diperoleh dari bahan tambahan lainnya. Semakin banyak 
yang dapat memproduksi asam laktat, semakin tinggi asam laktat yang terbentuk.  
Program design expert metode mixture d-optimal ini juga mempunyai 
kelebihan dibandingkan program olahan data yang lain. Ketelitian program ini 
secara numerik mencapai 0.001 dalam menentukan model matematik yang cocok 





berbeda harus bernilai 100% sehingga merumitkan desain serta analisis mixture 
design (Akbar, 2012).  
Program design expert ini menyediakan rancangan yang efisiensinya tinggi 
untuk mixture design techniques. Menu mixture yang dipakai yang dikhususkan 
untuk mengolah formulasi dan menentukan formulasi yang optimal. Metoda yang 
dipakai ialah d-optimal yang mempunyai sifat fleksibilitas yang tinggi dalam 
meminimalisasikan masalah dan kesesuaian dalam menentukan jumlah batasan 
bahan yang berubah lebih dari 2 respon. Program ini akan mengoptimalisasikan 
proses termasuk dalam proses pembuatan selai dengan beberapa variabel yang 
dinyatakan dalam satuan respon (Cornell, 1990). 
Penelitian ini merupakan diversifikasi produk kefir nabati berbahan baku 
edamame, susu skim dan black mulberry serta memanfaatkan edamame dan black 
mulberry yang jarang diolah oleh masyarakat. Penelitian ini menggunakan program 
design expert metode mixture d-optimal yang digunakan untuk membantu 
mengoptimalkan produk atau proses sehingga dapat dihasilkan formula kefir 
edamame black mulberry yang optimal dan karakteristik yang diharapkan. 
1.2. Identifikasi Masalah 
Berdasarkan latar belakang yang telah dijabarkan diatas, maka masalah 
yang dapat diidentifikasi adalah apakah penggunaan program Design Expert 
metode Mixture D-Optimal dapat menentukan formulasi optimal dalam pembuatan 





1.3. Maksud dan Tujuan Penelitian 
Maksud dilakukan penelitian ini berdasarkan identifikasi masalah diatas 
adalah untuk mempelajari penggunaan program Design Expert metode Mixture D-
Optimal dalam mendapatkan formulasi optimal pada pembuatan kefir edamame 
black mulberry dari bahan baku sari edamame, susu skim dan sari black mulberry. 
Adapun tujuan dari penelitian ini yaitu, untuk mendapatkan formula optimal 
produk kefir edamame black mulberry menggunakan program Design Expert 
metode Mixture D-Optimal serta untuk mendapatkan produk kefir edamame black 
mulberry sesuai dengan standar Codex Stan 243-2003. 
1.4. Manfaat Penelitian 
Dengan penelitian ini diharapkan dapat memperoleh manfaat yaitu: 
1. Untuk menambah ilmu pengetahuan tentang mendapatkan formula optimal 
pembuatan kefir edamame black mulberry dengan menggunakan Design Expert 
metode Mixture D-Optimal. 
2. Diversifikasi produk kefir nabati berbahan baku edamame, susu skim dan black 
mulberry. 
3. Untuk memanfaatkan produk yang jarang dikonsumsi oleh masyarakat 
sehingga memiliki nilai guna tinggi. 
4. Mengetahui penggunaan program Design Expert metode Mixture D-Optimal. 
1.5. Kerangka Pemikiran 
Menurut Codex Stan 243-2003, kefir merupakan susu fermentasi yang 
dibuat dari kultur starter berupa biji kefir yang terdiri atas mikroorganisme seperti 





Acetobacter, yang hidup dan memiliki kaitan erat serta khusus. Pada biji kefir juga 
terdapat khamir yang memfermentasi laktosa (Kluyveromyces marxianus) dan 
khamir yang tidak memfermentasi laktosa (Saccharomyces unisporus, 
Saccharomyces cerevisiae, dan Saccharomyces exiguous). Kefir memiliki rasa, 
warna, dan konsistensi menyerupai yogurt dan memiliki aroma yeasty (khas tape). 
Menurut Codex Standar Alimentarius dalam Standar Codex untuk Susu 
Fermentasi (Codex Stan 243-2003) tahun 2003 harus mengandung protein min 
2,8%; lemak < 10%; asam laktat min 0,6%; pH < 4,65; etanol 0,01 – 0,1%; jumlah 
kultur starter min 107 CFU/g; dan yeast min 104 CFU/g. 
Menurut Usmiati dan Sudono (2004), bahwa komponen dan komposisi 
kimia kefir dipengaruhi oleh jenis mikroba starter, suhu, lama fermentasi dan bahan 
baku yang digunakan. 
Mekanisme pembuatan kefir yang merupakan susu fermentasi berupa 
butiran-butiran putih atau krem dari kumpulan bakteri asam laktat Lactobacillus 
bulgaricus, L. laktis, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus dan khamir, 
selama proses fermentasi susu, biji kefir akan melakukan propagasi atau 
perbanyakan dengan membentuk matriks komplek dengan struktur kedalam. Pada 
saat fermentasi berlangsung bakteri asam laktat akan menguraikan laktosa menjadi 
asam laktat. Asam laktat menyebabkan penurunan pH sehingga bercita rasa asam 
dan khamir menghasilkan etil alkohol dan CO2 (Febrianto,2017). 
Menurut Sawitri (1997), Pemeraman kefir secara tradisional biasanya 





biasanya dihasilkan tekstur yang kurang baik disebabkan suhu ruang dapat 
mengalami fluktuasi sehingga dapat mempengaruhi pertumbuhan mikroorganisme. 
Menurut Evanuarani (2010), semakin tinggi suhu dan lama pemeraman 
akan meningkatkan viskositas tetapi akan menurunkan pH kefir. Kombinasi suhu 
30ºC dan lama pemeraman 24 jam menghasilkan kefir yang memenuhi standar 
industri Indonesia susu fermentasi dengan pH 3,86 dan viskositas 157,6 cps. 
Kedelai sayur atau lebih dikenal dengan edamame (Glycine max) sumber 
protein, karbohidrat, serat, asam amino, peptida bioaktif, asam lemak omega-3, 
serta mikronutrien lainnya seperti zat besi, asam folat, magnesium, serta komponen 
fitokimia yaitu isoflovin (0,1-3,0%), sterol (0.23-0,46%), dan saponin (0,17-6.16%) 
yang dapat mereduksi resiko penyakit tidak menular seperti diabetes, hipertensi, 
hiperkolesterolamia, penyakit jantung dan stroke (Samruan et al, 2012). 
Kefir soya merupakan kefir yang terbuat dari 70% susu kedelai dan 30% 
susu sapi. Kadar asam laktat kefir susu kedelai masih dalam kisaran kadar asam 
laktat kefir susu sapi yaitu 0,8 – 1,1%. Kefir jenis ini mengandung lechitin yang 
berguna untuk memperbaiki kondisi pembuluh darah koroner di jantung (Aini et 
al., 2003). 
Kacang-kacangan memiliki jenis karbohidrat yang berbeda dengan 
karbohidrat pada susu sapi. Kacang-kacangan mengandung oligosakarida dan 
polisakarida sedangkan pada sapi adalah laktosa (Tejasari, 2005 dalam Pranata, 
2018). Menurut Triyono (2010) dalam Pranata (2018) walaupun oligosakarida 





oligosakarida itu sendiri tergolong karbohidrat yang kompleks sehingga harus 
diubah dahulu menjadi monosakarida. 
Berdasarkan Teja (1991) dalam Pranata (2018), sari kacang merah yang 
difermentasi tanpa penambahan susu skim tidak menghasilkan yoghurt kacang 
merah yang berkualiatas. Hal ini disebabkan karena karbohidrat karbohidrat yang 
terdapat dalam kacang merah sebagian besar terdiri dari golongan oligosakarida dan 
polisakarida, sedangkan susu skim memiliki jenis karbohidrat dalam bentuk 
laktosa. Laktosa yang terdapat dalam susu skim akan digunakan oleh bakteri 
sebagai sumber energi dan sumber karbon selama pertumbuhan pada saat 
fermentasi. 
Menurut Indiaresty (2016), dalam pembuatan soyghurt edamame dengan 
penambahan sari bengkuang dan susu skim diperoleh karakteristik uji organoleptik 
secara keseluruhan memberikan hasil bahwa perlakuan penambahan sari 
bengkuang 15%, susu skim 15%, dan sari edamame 63% mendapatkan nilai terbaik 
dari panelis dengan skor 5,64. Dalam pemakaian sari edamame dipenelitian ini 
dengan menggunakan perbandingan air 1:4. 
Menurut Rahmawati (2017), didapatkan uji perlakuan terbaik pada 
parameter fisik, kimia, dan mikrobiologi dengan menggunakan multiple attribute 
by Zeleny menghasilkan perlakuan terbaik pada sampel dengan penambahan sari 
murbei 15% dan gelatin 0.15%. 
Menurut Diptasari (2010), dalam pembuatan soyghut skala laboratorium 
formula optimum yang direkomendasikan program design expert version 8 adalah 





Soyghurt formula optimum memiliki nilai pH aktual sebesar 4.47, nilai viskositas 
sebesar 200cP, kadar air 84.70%, kadar abu 0.73%, kadar protein 3.06%, kadar 
lemak 0.79%, kadar karbohidrat 10.62, nilai total asam titrasi 0.52%, niali 
kandungan rata-rata total bakteri asam laktat didalam produk sebesar 1.8x109 
CFU/ml atau 9.2553 log CFU/ml, pada produk akhir tidak ditemukan adanya 
kapang dan khamir, serta nilai uji koliform <3 APM/g setelah dilakukan inkubasi 
selama 8 jam pada suhu 43-45ºC.  
Menurut Selviana (2016), formula pembuatan minuman minuman jelly 
black mulberry manggunakan bahan-bahan yaitu buah black mulberry, air, gula, 
dan karagenan. Formulasi terpilih pada minuman jelly black mulberry yaitu 
penggunan sari buah dengan perbandingan buah black mulberry dan air 1 : 2, 
karagenan 0,2 % dan gula pasir 12%. 
Menurut Swarastuti (2011), lama inkubasi berpengaruh nyata terhadap 
kekentalan kefir susu skim, konsentrasi grain kefir tidak berpengaruh terhadap 
kekentalan dan tidak ada interaksi antar keduanya, perlakuan kedua juga tidak 
berpengaruh pada tingkat kesukaan. Penambahan konsentrasi grain kefir dari 2,5% 
sampai 7,5% akan meningkatkan total mikroba dari 6,27 log CFU/g hingga 6,39 log 
CFU/g. lama inkubasi 8 jam, 16 jam dan 24 jam juga secara signifikan akan meningkat 
total mikroba dari 5,93 log CFU/g hingga 6,82 log CFU/g. Lama inkubasi secara nyata 
meningkatkan kekentalan kefir dari 2,83 cp menjadi 20,90 cp. 
Menurut Kunaepah (2008), kadar alkohol kefir susu kacang merah 
meningkat pada lama fermentasi 21 jam, tetapi mengalami penurunan setelah 
dilakukan fermentasi 24 jam. Kadar alkohol kefir susu kacang merah berkisar 





jam dengan konsentrasi glukosa 10% dan kadar terendah pada semua perlakuan 
lama fermentasi 24 jam. 
Penelitian ini menggunakan program Design Expert metode Mixture D-
optimal yang digunakan untuk membantu mengoptimalkan produk atau proses. 
Program ini mempunyai kekurangan dan proporsi dari faktor yang berbeda harus 
berniali 100% sehingga merumitkan desain serta analisis mixture design. Program 
Design Expert metode Mixture D-optimal ini juga mempunyai kelebihan 
dibandingkan program olahan data lain. Ketelitian program ini secara numerik 
mencapai 0.001, dalam menentukan model matematika yang cocok untuk optimasi 
(Akbar, 2012) 
1.6. Hipotesis Penelitian 
Hipotesis yang diperoleh berdasarkan kerangka pemikiran di atas adalah 
penggunaan program Design Expert metode Mixture D-Optimal dapat menentukan 
formula optimal pada pembuatan kefir edamame black mulberry dengan 
menggunakan bahan baku sari edamame, susu skim dan sari black mulberry. 
1.7. Tempat dan Waktu Penelitian 
Penelitian ini dilaksanakan pada bulan November 2018 sampai dengan 
selesai dan bertempat di Laboratorium Teknologi Pangan, Fakultas Teknik, 
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